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略語一覧 
CYP Cytochrome P450    シトクローム P450 
DDI Drug-Drug Interaction   薬物間相互作用 
MD Molecular Dynamics   分子動力学計算 
PDB Protein Data Bank    タンパク質構造データバンク 
QSAR Quantitative Structure-Activity Relationship  定量的構造活性相関 
RMSD Root Mean Square Deviation   平均二乗偏差 
TSR Two-State Reactivity 
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1. 総合序論 
1-1. 計算化学手法を用いた化合物代謝部位予測の意義 
創薬において化合物を開発する際に、ターゲットタンパク質の活性向上だけではなく、
体内動態に関わる物性の調整、および生体内で毒性が出ないように化合物をデザインする
ことは、もはや必須である。これらの体内動態の過程・毒性のことを、英語の頭文字をと
ってADME/Toxと呼ぶ（吸収: Absorption、分布: Distribution、代謝: Metabolism、排泄: Excretion、
毒性: Toxicity）。ADME/Tox の項目は年々増える傾向にあり、代表的なものとしては、膜透
過性、代謝安定性、心毒性、遺伝毒性、DDI（Drug-Drug Interaction）、光毒性などがあげら
れる。図 1 は製薬会社ロシュの研究員が発表した論文に掲載された風刺漫画であるが[1]、
ターゲットタンパク質への活性が見つかっても、乗り越えるべきハードルは多いことを意
味している。以前は、ハイスループット・スクリーニングなどでターゲットタンパク質へ
の活性をもつリード候補化合物が見つかってきたら、はじめにその活性向上に注力し、活
性をある程度向上することができてから、次に ADME/Tox の改善にとりかかる場合が多か
った。しかし、ADME/Tox の問題を引き起こす原因は化合物を少し修飾すれば改善すると
いう生易しいものではなく、ターゲットタンパク質活性にも直結している母骨格由来であ
る場合が多い。そのため、近年リード候補化合物が見つかったらターゲットタンパク質活
性だけではなく、主要な ADME/Tox の項目も共に測定して、活性・動態・毒性の複数の面
から好ましい化合物をリード候補化合物として開発していく傾向がある。着手する化合物
シリーズが決まってからも、以前に比べ、創薬の早い段階から、ADME/Tox の試験を適用
する場合が増えてきた。 
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図 1 Don’t panic...[1] 
 
 このように創薬初期の段階から ADME/Tox を意識する場合が増えてきたが、各項目を測
定するアッセイにおいて一度に実験できる化合物数には限界がある。また、製薬会社は複
数のプロジェクトを抱えていることが多く、このプロジェクト間には優先順位が存在する。
そのため、優先順位が高いと判断されたプロジェクト由来の化合物が優先的に ADME/Tox
のアッセイにまわされるため、優先順位が低いプロジェクト由来の化合物が十分に、都合
のよいタイミングで ADME/Tox の項目を調べられない場合もある。この ADME/Tox アッ
セイの需要と供給のギャップを埋める手段の 1つとして、コンピューターを用いた（イン
シリコ; in silico）ADME/Tox の予測が注目されるようになってきた。もちろん、最終的な
ADME/Tox の項目は実験しないと確実ではないため、インシリコの予測は完全に実験に代
わるものではない。しかし、ADME/Tox のアッセイにプロジェクト内のどの化合物を優先
的に測定してもらうか、あるいは複数の化合物をデザインした時に、合成化学者がどの化
合物から合成するかという優先順位づけに、インシリコの ADME/Tox の予測はよい指標に
なる。 
 シトクローム P450（Cytochrome P450; CYP）は微生物から植物、動物にまで存在する一
酸素添加酵素である[2–5]。タンパク質の内部にヘムを有する。ヒトの肝臓に発現している
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CYP は、薬物や毒物も含むあらゆる化合物の代謝に関わっているため、昔から多くの研究
が行われてきた[6–9]。前述の ADME/Tox において CYP が関与する項目には、代謝安定性、
DDI、反応性代謝物の生成、化合物による CYP3A4 の誘導があげられる。この項目の中で
も特に in vivo の結果に影響を与える代謝安定性と、一緒に服用すると他の薬の副作用リス
クを高める DDI について、創薬段階の初期から改善に取り組むことが多い。 
 代謝安定性を改善するにあたり、最初に考慮するのは logP などで表すことができる脂溶
性であるが、脂溶性を下げても代謝安定性が改善されない場合や、活性維持のため化合物
の構造をあまり変化させたくない場合には、化合物の代謝物同定実験を行い、どの部分が
代謝されているかを確認する。また、反応性代謝物が生じている場合、どの代謝物が反応
性を持つのかを調べるためにも代謝物同定実験を行う場合がある。ADME/Tox の問題を起
こしている代謝部位が判明すれば、その部分構造自体を別の部分構造に変えるか、あるい
は代謝部位以外の部分構造を変更し、問題の箇所をヘム方向に向けさせなくするといった
戦略がとれる。しかし、探索段階の全ての化合物に対して代謝物同定試験を行うことは時
間もコストもかかるため、前述の通り、計算機による代謝部位予測が近年盛んに研究され
ている[10–19]。 
 CYP における代謝のサイクルを図 2 に示す[20]。はじめに基質が CYP のポケットに結
合すると、鉄は還元系から電子を 1 つ受け取る。さらに酸素分子がヘム鉄に配位した後、
もう 1 つ電子を受け取る。そうすると酸素が活性化されて Compound I と呼ばれる活性種
になり、基質が酸化される。このサイクルを考慮して計算機で代謝部位予測を行う場合、2
つの項目について検討する必要がある。1 つはアクセシビリティ、もう 1 つは活性化エネ
ルギーである。ここで言うアクセシビリティとは、化合物の構成原子毎のヘム鉄に配位し
ている酸素への近づきやすさという意味になる。2 つめの活性化エネルギーは、化合物の
酸素添加可能な部位（代謝部位）ごとの酸化反応における活性化エネルギーを表す。 
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図 2 CYP によるモノオキシゲナーゼ反応の触媒サイクル[20] 
S は基質を意味する。 
 
 アクセシビリティの予測については、CYP の結晶構造の座標に対して化合物をドッキン
グしてヘム中心までの距離の近さを見る手法が一般的である。しかし CYP は前述の通り
様々な部分構造を持つ化合物を代謝できるため、化合物によってタンパク質側の形を容易
に変えることができると推測される。従来のドッキング手法は、タンパク質の大きな構造
変化までは考慮に入れられないため、アクセシビリティの予測が正しく行われない。この
問題を克服するために、分子動力学（Molecular Dynamics; MD）計算シミュレーションと
複数の初期構造を用いたアクセシビリティ予測方法を開発した。 
 活性化エネルギーの予測については、ヘム特有の特徴として Compound I の電子スピン
状態を考慮する必要がある。Compound I の電子スピン状態には、低スピン状態の二重項
（S=1/2）と高スピン状態の四重項（S=3/2）の 2 つが代表的なものとしてあげられる。Filatov
らは two–state reactivity (TSR)機構という概念を提唱しており、これは CYP による酸化反応
が起こる際に、高スピン状態と低スピン状態のスピン状態交換が起こるというものである
[21–33]。本研究ではこの 2 つのスピン状態を考慮して、ある化合物の一連の活性化エネル
ギーを計算する手法を開発した。 
 化合物の代謝部位予測手法を適用する CYP と化合物について、CYP3A4 とカルバマゼピ
ンを採用した。CYP3A4 は薬物代謝に関わる CYP の中では特に重要な酵素であり、幅広い
化合物を代謝する[34–37]。ヘムに接する空間も他の CYP の中では最大級であり、950～
2,000 Å3 と報告されている[38]。CYP の中でも重要、かつ大きな構造変化を起こすことの
できる CYP であるため、本研究の検証対象として妥当であると考える。カルバマゼピンは
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抗てんかん薬として古くから用いられている薬物であり、その代謝部位は古くから研究さ
れており[39–46]、三環系の構造とアミド基から構成される自由度の少ない化合物である。
化合物の自由度が高いと、化合物の配座がタンパク質の配座以上にアクセシビリティ予測
に影響を与えるため、まずは自由度の低いカルバマゼピンを検証に使用した。カルバマゼ
ピンの代謝物はアゼピン環の二重結合がエポキシ化された 10,11-カルバマゼピンエポキシ
体が報告されており、その他水酸化体や N-グルクロン酸抱合体が報告されている[47,48]。
Kerr らによると、10,11-カルバマゼピンエポキシ体は主に CYP3A4 によって生成されてお
り、CYP3A4 は他の水酸化体の代謝には関わっていない（図 3）[49]。この CYP3A4 によ
るカルバマゼピンの代謝反応機構に対して、アクセシビリティと活性化エネルギーの両面
において、計算化学手法を用いた予測を行った。 
 
 
図 3 カルバマゼピンと 10,11-カルバマゼピンエポキシ体 
 
1-2. π-π相互作用を考慮した分子動力学計算の意義 
 化合物とタンパク質の相互作用の種類として、水素結合やイオン相互作用は昔から知ら
れていたが、近年 π-π 相互作用という小さな相互作用が、タンパク質のフォールディング
や薬の結合能に影響を与えることがあり注目されている[50–56]。π-π 相互作用には、芳香
環同士の相互作用と、窒素、酸素、炭素に結合するわずかに正電荷の極性を持つ水素原子
と水素受容体として働く芳香環の相互作用の 2 種類があげられる。π-π 相互作用の強さや
元となる要因は量子化学計算を用いて研究されている[57–59]。大半が分散相互作用由来の
ものであり、静電相互作用は相互作用としての寄与は大きくないが芳香環の向きに大きく
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依存すると報告されている[57]。 
 MD シミュレーションは、時間に従った原子の動きについて、ニュートン運動方程式を
解くことで計算する方法である。MD シミュレーションを成功させるには、原子間の力が
正しく見積もられる必要がある。しかし、π-π 相互作用は現在の MD シミュレーションに
は明示的に考慮されておらず、vdW 相互作用とクーロン相互作用の一部として組み込まれ
ている。ベンゼンの二量体モデルを元に、分子動力学計算と量子化学計算でそれぞれ相互
作用を計算したグラフを図 4 に示す。芳香環の位置や向きによって差はあるものの、大き
いものでは 2 kcal/mol ほどの差がある。さらに相互作用の大小もまちまちである。相互作
用の大きさとしては小さい方ではあるが、MD シミュレーションを用いる本研究のアクセ
シビリティ予測は化合物の結合様式・向きが重要であるため、この誤差がもたらす影響は
少なくない。また CYP のヘムポケット周辺には疎水性残基が多いことが報告されている
[60,61]。さらに CYP3A4 には、F-G ループ付近にフェニルアラニンクラスターが存在する
[60]。この環境からも、MD シミュレーションに π-π相互作用を考慮する価値はあると考え
られる。 
 そこで本研究では、図 4 で示した量子化学計算結果と分子動力学計算結果の相互作用エ
ネルギーが一致するよう、補正項を入れた分子動力学計算プログラムを開発した。π-π 相
互作用を考慮した分子動力学計算プログラムの効果を確認するために、π-π 曽相互作用が
フォールディングに関与している 3 つのタンパク質で検証した。さらに CYP3A4-カルバマ
ゼピン複合体に適用して、その効果を検証した。 
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図 4 ベンゼン二量体の距離変化によるポテンシャルエネルギー変化 
(a) T-shape (b) slipped-parallel (c) aligned-parallel 実線は分子動力学計算結果、波線は量
子化学計算結果を示す。 
 
1-3. 本研究の概要 
 本研究では、分子動力学計算と量子化学計算による化合物の代謝部位予測を CYP3A4 と
カルバマゼピンの系に対して実施した。章を分子動力学計算の章と、量子化学計算の章の
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2 つに分けて報告する。分子動力学計算の章では、アクセシビリティ予測と π-π 相互作用
を考慮した分子動力学計算プログラムの開発について述べる。アクセシビリティ予測に関
しては、従来のドッキング計算のみではなく分子動力学計算を用いてタンパク質の自由度
を考慮した。さらに複数の初期構造を用いて分子動力学計算を行うことにより、化合物が
とりうる可能性が高い結合様式を短時間のシミュレーションで取得できるよう工夫した。
量子化学計算の章では、活性化エネルギーの計算方法に関して述べる。ここではヘムのス
ピン状態に着目し、低スピン状態と高スピン状態の 2 つの状態を考慮した活性化エネルギ
ーを算出した。最後に総合討論として、今回の予測対象であるカルバマゼピンの総合的な
代謝部位予測についてと、他の化合物に対して代謝部位予測を行う場合、今後の展望につ
いて述べる。 
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2. 分子動力学計算を用いたアクセシビリティ予測と
開発 
2-1. 分子動力学計算を用いたアクセシビリティ予測 
2-1-1. 序論 
 タンパク質における化合物のアクセシビリティについて調べるためには、そのタンパク
質の結晶構造を用いて化合物のドッキング計算を行うのが通常である。しかし CYP は膜結
合タンパク質であり、結晶化が容易でなかったために、2000 年前半まではヒトの CYP の
結晶は報告されていなかった。そのため、CYP のアクセシビリティ予測を行う際は、他の
種の CYP を用いてホモロジーモデリングを作成し、それを使用していた[62–67]。2004 年
に 2 つのグループが CYP3A4 の結晶構造解析を報告してから[60,68]、結合している化合物
が異なる CYP3A4 複合体の結晶や、CYP2D6 などの他のファミリーの CYP も報告される
ようになってきた。今回 CYP による代謝部位予測を行うにあたり、CYP3A4 の柔軟性を見
るため、結晶構造についてそれぞれを比較した。2009 年の時点で、Protein Data Bank (PDB)
に 6 つの結晶構造が報告されている。これらを重ね合わせたのが図 5 である。ヘムの上部
に位置する F-G ループとその側鎖の配座が、結晶毎に大きく異なっていることがわかる。
また 2J0D の F-G ループは、自由度が高いため座標が決定されていない[38]。ヘムポケット
の中のプロゲステロン（PDB ID: 1W0F）と、エリスロマイシン（PDB ID: 2J0D）は、他の
結晶の CYP3A4 の F-G ループと重なる場所に存在している。Ekroos らは、基質が F-G ルー
プを元の位置から押し上げていると報告している[38]。このように、化合物が結合する周
辺の主鎖・側鎖の自由度が高い場合、タンパク質を固定した状態で行う従来のドッキング
計算では、代謝部位予測において誤った答えを導く可能性がある。 
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図 5 CYP3A4 結晶構造の重ね合わせ結果 
結晶毎に色分けしてある。 
 
 従来のドッキング計算の性能を調べるため、Glideプログラム[69]を用いて前述の 6 つの
CYP3A4 結晶構造のリガンドを取り出し、元の結晶構造とは異なる結晶構造にドッキング
計算を行った（クロスドッキング）。リガンドの結晶構造の配座座標と、ドッキング計算に
より得られた配座座標の差を平均二乗偏差（Root Mean Square Deviation; RMSD）で測定し
た。その結果、ドッキングスコア上位 5つの中で、RMSD < 2 Åの配座は 1つも存在しな
かった。これらから、CYP3A4 へのアクセシビリティを考慮する場合は、CYP3A4 の柔軟
性を考慮する必要がある。 
 このタンパク質の柔軟性を考慮するために、MD シミュレーションが適用されてきた
[70–73]。また、ドッキング計算の一手法として、同タンパク質の複数の座標を用いてドッ
キングを行う方法もある[74,75]。現時点で、このドッキング計算手法は側鎖の動きや小さ
な主鎖の動きを再現するには標準的な手法だと考えられる。しかし、CYP3A4 の F-G ルー
プのような主鎖が大きく動くような[76–79]タンパク質の結合様式予測には、MDシミュレ
ーションが妥当である。 
 本研究では、MD シミュレーションを用い、かつ複数の異なる初期構造に対して同時に
MD シミュレーションを実施する方法を代謝部位予測に適用する。通常、ナノ秒規模の
MD シミュレーション結果は、初期構造に大きく依存する[80]。化合物がとりうる動きは、
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1 つの初期構造と 1 つの MD シミュレーションのみでは十分に再現されない。特に柔軟性
が高いタンパク質の場合は、1つの MDシミュレーション内で現れる配座は限られていて、
マイクロ秒以上のシミュレーション時間が必要という提案もされている[81]。複数の MD
シミュレーションを使用するという方法は、タンパク質－化合物複合体の配座を効率よく
探索でき、結合親和性予測を改善させたという報告がいくつかある[82–84]。このような初
期構造依存性を回避するためと、ナノ秒のシミュレーション時間で効率よく化合物がとり
うる結合様式を探るため、ドッキング計算により CYP3A4 とカルバマゼピンの複数の複合
体モデルを作成して、それぞれ MD シミュレーションを実施し、その結果を解析した（図 
6）。 
 
 
図 6 複数の初期構造を用いたアクセシビリティ予測のワークフロ  ー
 
2-1-2. 方法と使用したデータ 
CYP3A4 
CYP3A4 の X 線構造は、2009 年当時 6 構造得られていたが（PDB ID: 1TQN, 1W0E, 1W0F, 
1W0G, 2J0D, 2V0M）、6 構造中、ヘムポケット近くに欠損残基が多い 2J0D と、解像度が 3 
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Å 以上ある 2V0M を除く 4 構造（1TQN, 1W0E, 1W0F, 1W0G）を使って検討した。1TQN
はリガンドがないため、Arg212 がヘムポケット内に大きくせり出している。このままでは
カルバマゼピンをドッキングできないため、アライメント後、Arg212の側鎖部分のみ1W0G 
Arg212 の座標を用いた。結晶水は、ドッキングの前に予め取り除いた。ヘムの配位状態に
ついては、図 2 の 1 の段階における化合物のヘム中心方向へのアクセシビリティを予測す
ることが目的であるため、第六配位子がなく三価の鉄の状態であるヘムを使用した。 
 
カルバマゼピン 
カルバマゼピンは、2 次元で描画した構造を MOE プログラム[85]でエネルギー極小化を
行ったものを元とした。その後ドッキング計算に使用するために、Schrodinger 社の Ligprep
プログラムで pH7.4 のイオン化状態を確認し、ドッキングに適した状態にした。pH7.4 で
は、カルバマゼピンは中性の状態である。 
 
MD シミュレーション初期構造を得るまでの流れ 
ドッキング計算には、Schrodinger 社の Glide4.5[69]を使用した。vdW scaling factor は１つ
の CYP3A4 結晶構造について 0.5-1.0 の 0.1 刻みで計 6 種類を検討し、合計 24 個のドッキ
ング設定を検討した。ドッキングには SP（standard-precision）モードを使用した。24 個の
ドッキング設定に基づいてカルバマゼピン CYP3A4 構造にドッキングして、各条件につき
10 配座を出力し計 240 複合体構造を得た。はじめに、カルバマゼピンと CYP3A4 が水素結
合を形成しており、かつカルバマゼピン構成原子がヘム鉄から 7 Å 以内にあるという条件
を満たす 33 構造を選択した。次にカルバマゼピンの多様な結合様式を得るため、CYP3A4
主鎖座標で複合体を重ね合わせて、ドッキングされたカルバマゼピンの座標を元にクラス
タリングを行い、化合物の結合の強さの指標となる GlideScore が最も良い構造を各クラス
ターから 1 つずつ選択して計 14 構造を選択した。この 14 構造を元に、XP（extra-precision）
モードで再ドッキングを行った。ドッキング結果に対して上記と同様にカルバマゼピンの
クラスタリングを行い、水素結合を形成している残基やカルバマゼピンの配座が異なる 5
複合体を MD 計算初期構造とした（図 7）。GlideScore が低く、結合評価結果が良い順にモ
デル 1、2、3、4、5 とした。 
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図 7 各モデルにおけるカルバマゼピンの結合様式 
 
MD シミュレーション計算条件 
 ヘムは、配位している Cys442 と合わせて 1 つの残基とした（HEC）。HEC とカルバマゼ
ピンの電荷は量子化学計算で求めた。ソフトウェアは Gaussian03[86]、計算技法は
B3LYP/6-31G
**を用いた。求めた電荷は RESP 法[87]を用いて各原子に割り当てた。モデル
全体の電荷を中性化するために、カウンターイオンとして塩化物イオンを 3つ配置した後、
CYP3A4-カルバマゼピン複合体のまわりに、1 辺 18 Åの水分子を発生させた[88]。MD シ
ミュレーションには、AMBER 10 [89]ソフトウェアを用いた。力場は ff03 force field[90]を
用い、シミュレーションには周期境界条件を用いた。シミュレーションを通じて、水素原
子との結合には拘束をかける SHAKE アルゴリズム[91]を用い、1ステップあたり 1フェム
ト秒に設定した。カットオフ近似は 10 Åに設定した。カルバマゼピンと周囲の残基をなじ
ませるため、カルバマゼピンとCYP3A4 の水素結合を形成しているヘテロ原子 2 つと水素
原子 1つに、距離の拘束を設定した（10 kcal mol-1 Å-2）。はじめにエネルギー極小化計算を
行った。エネルギー極小化計算は、最急降下法で 25,000 サイクル、共役勾配法で 4,500 サ
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イクルを実施した。次に一定温度・体積である NVT アンサンブル下で 130 ピコ秒の間に
300K にまで昇温し、一定温度・圧力である NPT アンサンブルに切り替えた後、平衡化を
1.1 ナノ秒行った。その後 100 ピコ秒毎に 5 kcal mol-1 Å-2、2 kcal mol-1 Å-2と拘束を弱くして
拘束をなくした時点を始点として、10 ナノ秒の計算を実施した。10 ナノ秒の計算を通して、
1 ピコ秒毎の複合体座標を今後の解析に使用した。以上の操作を、5 つの初期構造それぞれ
に対して適用した。 
 
MD シミュレーションの解析 
 MDシミュレーションによって得られる座標のRMSDや原子間距離の解析には、AMBER
プログラムに含まれている ptraj モジュールを用いた[89]。複数の CYP3A4-カルバマゼピン
結合様式の結合安定性を調べるために、溶媒効果を考慮できる MM/PBSA 法を用いた。
CYP3A4 とカルバマゼピン間の結合自由エネルギーは次の式で表すことができる。 
 
∆Gbinding = ∆GMM + ∆Gsol − T∆S 
 
 ∆GMMと∆Gsol項は ptraj モジュールで計算した。T∆S のエントロピー項については次に示
す 2 つの理由につき、今回は考慮しなかった。1 つめは、今回∆Gbindingを計算する理由は同
じタンパク質および同じ化合物間における結合様式の強さの差を見積もり、最終的に各原
子のヘム鉄へのアクセシビリティを見積もるためである。従って、同じタンパク質および
化合物の場合、またその化合物の回転可能結合数が少ない場合は、特にエントロピーが
∆Gbindingに与える影響は小さいと考えられる。今回のカルバマゼピンの場合、回転可能結合
数はわずか 1 であり、T∆S にはほとんど影響を与えないと考えられる。別のより自由度が
高い化合物を予測する場合は、エントロピー項も考慮する必要があると思われる。2 つめ
に、∆Gbindingは実験でも求めることができる数値であるが、その計算目的はその値の絶対値
を予測するためではなく、異なる結合様式の結合の相対的な強弱を比べるためである。T∆S
は 1 つめの理由に書いた通りほぼ定数と考えられるため、今回は∆GMM + ∆Gsolを結合の強
さの指標として使用した。 
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2-1-3. 結果 
MD シミュレーション全体 
複合体全体の動きを見るため、0 ナノ秒の構造を標準とした CYP3A4 主鎖のRMSD を示
す（図 8）。各モデルとも、0ナノ秒の構造から 2～4 Å大きくなるが、5ナノ秒以降はほぼ
落ち着く。RMSD の変動は総じて小さい。また距離拘束を徐々にはずす段階も含めて、水
も含めたすべての系の全エネルギーの変動も確認したところ、MD シミュレーション中を
通じて安定していた。これらから、今回の MDシミュレーションで距離拘束に伴う不自然
な原子の動きはなかったと考えられる。 
 
 
図 8 10ナノ秒における CYP3A4 主鎖のRMSD 
 
シミュレーション中のカルバマゼピンの動き 
5 つのモデル毎のカルバマゼピンの動きの傾向を見るために、最もよく観測された結合
様式と次によく観測された結合様式をまとめた（図 9）。5 つのモデルを通じて、CYP3A4
は基質に合わせてそのポケットの形状を変更しているように見える。 
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図 9 MDシミュレーション中におけるカルバマゼピンの代表的な結合様式 
赤：初期構造、緑：シミュレーション中最も観測された結合様式、青：2 番目に観測され
た結合様式 
 
モデル 1 
カルバマゼピンの位置は、初期構造から動いているが、ヘム鉄への向きはほとんど変化
がない（図 9a）。CYP3A4 との水素結合は、Phe213 の主鎖カルボニル基で保持されている。
MD シミュレーションを通じて、Phe213 が存在し、ヘムポケット上部に位置する F-G ルー
プがヘムに近づく形になるため、カルバマゼピンがヘム鉄にアクセスしやすくなっている。 
 
モデル 2 
他のモデルと比較して、カルバマゼピンが初期配座から大きく動いた（図 9b）。カルバ
マゼピンは 90 度方向を変え、10,11 位の二重結合がヘム鉄に近づいた。ドッキング時と同
じ Ser119 と共に、シミュレーション中では Arg105 との水素結合形成が観測された。Ser119
と Ala105 の周辺は、F-G ループ以上にシミュレーション中動いていた。 
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モデル 3 
ドッキング後の構造では、向きは異なるがモデル 4 と同様に Phe304 と水素結合してい
た。シミュレーションを通じて水素結合は保持されたが、カルバマゼピンの芳香環の向き
は変わり、モデル 1 やモデル 3 に似た配座をとるようになった。 
 
モデル 4 
カルバマゼピンの位置にほとんど変化はなかったが、水素結合を形成する残基に変化は
あった。最も水素結合を形成していたのは Glu308 であり、次に多かったのがドッキング時
の初期構造でも同様であった Phe304 と Arg212 である。MD シミュレーション前に唯一ヘ
ム鉄に近い位置にカルバマゼピンが位置しており、シミュレーション中にもその位置は維
持された。 
 
モデル 5 
モデル 5 のカルバマゼピンの動きは、モデル 1 と似ていた（図 9a, 図 9e）。F-G ループ
がヘムに近づく形になり、同時にカルバマゼピンもその結合を保ったままヘムに近づく形
になった。 
 
結合自由エネルギーの変化とカルバマゼピンの結合様式の比較 
各モデルのシミュレーション中における結合自由エネルギーの変化について、図 10 に
示す。結合様式と比較すると、結合様式が変化すると結合自由エネルギーも合わせて変化
し、その値の変化の幅もモデルによって異なる。1 つのモデルの結合自由エネルギーが常
に低いということはない。結合自由エネルギーが変化する 1 番の要因は、カルバマゼピン
と CYP3A4 間の水素結合の有無である。例えばモデル 3 の 1 ナノ秒付近で、結合自由エネ
ルギーが-21 kcal/mol から-14 kcal/mol に上昇する。その時の結合様式を観察すると、Phe213
主鎖の NH とカルバマゼピンカルボキシル基の水素結合が消失している。π-π 相互作用は
MM/PBSA では明示的に考慮されていないが、カルバマゼピンの芳香環とヘムとの疎水相
互作用は、少なからずカルバマゼピンの配座や結合自由エネルギーに影響を与えている。
その様子がよくわかるのがモデル 5 である。結合自由エネルギーは 1 ナノ秒から 2 ナノ秒
にかけて大きくなり、4 ナノ秒のあたりで小さくなる。構造変化を観察すると、シミュレ
ーション初期はカルバマゼピンの芳香環がヘムと平行に位置していたが、1 ナノ秒後ヘム
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から離れてしまった。しかし、4 ナノ秒の時点でまたヘムと同様の疎水相互作用を形成し
ていた。 
 
 
図 10 MM/PBSAにより求めた結合自由エネルギー変化 
 
2-1-4. 考察 
カルバマゼピンのアクセシビリティの予測 
アクセシビリティを調べるために、まずカルバマゼピンの各炭素原子を次のようにグル
ープに分けた（図 11）。カルバマゼピンの芳香環は対称性があるため、10,11 位二重結合か
ら順に 5グループになる。 
 
図 11 カルバマゼピン炭素原子の位置ラベル 
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化合物のヘム鉄に対するアクセシビリティの指標として、ヘム鉄から一定距離以内に近
づいた炭素原子の頻度と、その際の結合自由エネルギーを調べた。酸化反応が起きる場合
の適切なカットオフ距離を定義するために、ヒトの CYP と基質の複合体の結晶構造につい
て調査した。対象は 2009 年時点で公表されていた 12 複合体構造である。化合物中の代謝
される原子とヘム鉄との距離を測定したところ、9 複合体の場合で 6 Å 以内であり、その
距離平均は 4.14 Å であった（表 1）。残りの 3 複合体については、2 つは代謝する際に結合
する場所ではなく、CYPがはじめに化合物を認識する場所であった[60,61]。残りの 1 つは、
他の化合物が代謝されるのを阻害する場所であった[92]。さらにシトクローム P450cam の
酸素分子の中間体とカンファーの結晶構造が報告されている[93,94]。その 3 複合体につい
て、カンファーの代謝部位原子とヘム鉄の距離平均は 4.37 Å であった。そこで今回のカッ
トオフは 1-2 Å の余裕をとり、6 Å に設定した。 
 
表 1 各基質の炭素原子とヘム鉄との距離 
Nearest C-
Fe distance 
(Å) 
CYP Ligand PDB ID 
3.09 2A6 Coumarin 1Z10 
3.12 2E1 omega-imidazolyl octanoic acid 3KOH 
3.21 2E1 omega-imidazolyl-decanoi acid 3GPH 
4.19 2C8 Montelukast 2NNI 
4.53 2C8 9-cis retinoic acid 2NNH 
4.54 2A6 Phenacetin 3EBS 
4.65 2C8 Felodipine 2NNJ 
4.92 2C9 Flurbiprofen 1R9O 
5.01 3A4 Erythromycin 2J0D 
7.74 2C8 Troglitazone 2VN0 
10.00 2C9 S-Warfarin 1OG5 
17.04 3A4 Progesterone 1W0F 
4.29 101 Camphor 2A1O 
4.36 101 Camphor 1DZ8 
4.39 101 Camphor 2A1N 
4.44 101 Camphor 2A1M 
 
 
 
MD シミュレーション中、ヘム鉄に最も近づきかつヘム鉄から 6 Å 以内に存在していた
カルバマゼピン炭素原子について、その頻度を図 12 に表した。カルバマゼピンのポジシ
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ョン毎、モデル毎に図示した。上記の条件を満たした場合、そのシミュレーション時間の
ところに黒い線で表現している。各ポジションを見ると、ポジション Aがヘム鉄に最も近
づく頻度が高かった。その数は 21,938となり、全体の 44%にのぼる。モデル 2 とモデル 4
において、ポジション Aは常にヘムに近い場所にいた。ポジション Aにおいて、上記の基
準を満たした割合は、モデル 4で 90%、モデル 2で 75%になる。モデル 1においては、シ
ミュレーションの前半でよくポジション Aが近づくのが観察された。次に最も近づく頻度
が高かったのは、ポジション Bになり、全体の 28%になる。モデル 1 とモデル 5 のシミュ
レーション後半で、ポジション B の頻度が特に高かった。残りのポジション C・D・E は
ポジション A・Bに比べてヘム鉄に近づく頻度が低かった。ポジション Cはモデル 5のシ
ミュレーション前半で、ポジション D・E はモデル 3 のシミュレーションでそれぞれ頻度
が高かった。 
 
図 12 カルバマゼピン炭素原子がヘム鉄に最も近づいた場合のヒートマップ 
黒線はヘム鉄に最も近く、かつその距離が 6 Åの場合を意味する。距離は 1ピコ秒毎に計
算した。 
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ネルギーの損失につながると思われる。 
頻度解析の結果と結合自由エネルギーの結果から、カルバマゼピンのポジションAの炭素、
すなわち 10,11 位の二重結合部分がヘム鉄に最も接近しやすく、結合自由エネルギーの面
からも安定だということがわかった。 
 
Multiple initial structure MD simulation の効果について 
前述の化合物のアクセシビリティ予測における複数の初期構造を用いてMDシミュレー
ションを行ったことの効果について、既存の方法と比較する。はじめにドッキングのみで
アクセシビリティを見る場合と、さらに MD シミュレーションを行ってアクセシビリティ
を見る場合とを比較した（表 2）。ドッキングのみの場合、ヘム鉄に最も近い炭素原子はポ
ジション A（モデル 1・４）とポジション D（モデル 2・3・5）である。モデル 1 はドッキ
ングスコアが最もよいが、ポジション A の炭素原子とヘム鉄との距離が 6.65 Å と酸化反応
が行われるにはやや遠い。距離の面で見ると、モデル 4 のポジション A が最も近いが（2.86 
Å）、ドッキングスコアが-6.70 kcal/mol とよくはない。また、ヘム鉄との距離が 6 Å 以内と
いう点で考えるとモデル 3 と 4 が該当するが、スコアが 0.03 しか変わらないので判断が難
しい。ドッキングは正しいアクセシビリティの予測を導くことができるが、あくまで可能
性の 1 つとしてしか提示できず、ドッキングの結果のみで距離、エネルギー（スコア）を
考慮して正解を導くことは難しい。 
 
表 2 初期構造の詳細と、MD シミュレーションによる変化 
Glide XP
docking
score
Nearest
carbon
position
Distance to
heme iron
(Å)
1 -7.82 A (>6 Å) 6.65 B
2 -7.54 D (>6 Å) 7.59 A
3 -6.73 D 4.59 D
4 -6.70 A 2.86 A
5 -6.04 D (>6 Å) 6.03 B
Model
Docking (Glide) Most frequent
carbon
position
during MD
 
 
ドッキング計算に使用するソフトウェアの影響を調べるために、別のドッキングソフト
ウェアである GOLD[95,96]を使用して検証した。使ったスコア関数は、GoldScore と
ChemScore である。カルバマゼピンを CYP3A4 にドッキングし、各スコアで評価した後、
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カルバマゼピンの座標でクラスタリングを行い、クラスター内で各スコアが最も高いもの
を代表構造として選択した。GoldScore では、ヘム鉄から 6 Å にカルバマゼピン炭素原子が
存在する結果は 1 つも得られなかった。ChemScore では 6 つの代表構造が得られたが、最
もヘム鉄に近い炭素原子はポジション C の場合が 4 つ、ポジション B の場合が 2 つであっ
た（表 3）。この Glide と GOLD の結果から、ドッキング計算のみでは化合物のアクセシ
ビリティを予測するのは難しいということがわかる。 
 
表 3 GOLD によるドッキング結果 
PDB ID ChemScore Nearest carbon position 
Distance to 
heme iron (Å) 
1TQN 29.5545 C 3.15 
1W0E 29.5256 C 3.88 
1W0F 29.3895 C 3.35 
1W0F 29.0251 B 3.38 
1TQN 28.3223 B 3.20 
1W0G 28.0014 C 4.01 
1W0F 27.9073 - > 6.00 
1TQN 27.7812 - > 6.00 
1W0F 27.7571 - > 6.00 
1TQN 26.9501 - > 6.00 
 
次に、MD シミュレーションによる効果を考察する。5 つのモデルについて、それぞれ MD
シミュレーションを行った場合、カルバマゼピンの各炭素がヘム鉄に最も近づく頻度とそ
の時の結合自由エネルギーの平均を表 4 にまとめた。これを見ると、ヘム鉄に近づく頻度
が最も高い炭素原子と、結合自由エネルギーの面から最も安定な炭素原子はモデル毎に異
なる。これは 1 つの MD シミュレーションのみではカルバマゼピンがとりうる結合様式を
網羅的に探索できていないと考えることができる。また、ドッキング計算のみではなく
MD シミュレーションを行うことで、ドッキング計算では遠いと判断されていたカルバマ
ゼピン炭素原子がヘム鉄に近づくことが可能になった。例えば、モデル 1・2 はドッキング
計算結果だと最も近い炭素原子がそれぞれ 6.65 Å・7.59 Å だが、MD シミュレーションを
行うことで、ヘム鉄から 6 Å 以内にカルバマゼピン炭素原子が近づけるようになった。こ
れはドッキング計算のみだと CYP3A4 の induced fit 効果を考慮できないが、MD シミュレ
ーションを行うことにより、CYP3A4 のフレキシビリティを再現してカルバマゼピン存在
下による CYP3A4 の構造変化を再現できたためと考えられる。 
- 28 - 
 
表 4 個々に MDシミュレーションを実施した場合の頻度と結合自由エネルギ  ー
 
a
 [49] 
b
 No Data 
c
 カルバマゼピンの炭素原子とヘム鉄の距離が 6 Å以上であった。  
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表 2 と表 4 を見ると、1 つのドッキング構造のみを用いて 1 つの MD シミュレーション
を行う場合、どのドッキング構造を用いるかを選択するのは難しい。モデル 1 と 2 の場合、
MD シミュレーションの初期構造とするにはカルバマゼピンがヘムからやや離れすぎてい
る。モデル 3 はドッキングスコアの点からもヘム鉄への距離の点からもそれほど大きな問
題はないが、実際に MD シミュレーションを行うと予測されるアクセシビリティはポジシ
ョン C（結合自由エネルギーより）か、ポジション D（頻度）であり、実際の代謝部位で
あるポジション A と合わなくなってしまう。対して、ヘム鉄から遠いと判断したモデル 1
と 2 は、MD を行うことにより今回のカルバマゼピンの正解であるポジション A を導くこ
とができる。これらから、ドッキング計算の時点でおおまかにでも正しい位置に化合物を
配置できれば、MD シミュレーションにより CYP3A4 がその化合物を代謝するのに適した
形に変化することができる。反対に、不適切な位置の場合は MD シミュレーションも間違
った予測結果を返してしまう。本来ならば、化合物が不適切な位置の場合でも MD シミュ
レーションを続ければいつかは化合物が正しい位置に戻ることが理想であるが、その動き
を再現するには構造変化に伴うエネルギー障壁を越える必要があるため、長時間の MD シ
ミュレーションが必要だと考えられる。 
 
初期構造数と MD シミュレーションの時間が結果に与える影響 
 MD シミュレーションの初期構造が化合物のアクセシビリティに与える影響を調べるた
め、初期構造を 1 から 5 まで増やしていった場合の結合自由エネルギー平均とヘム鉄に近
づく頻度をまとめた（図 14）。初期構造は、ドッキングスコアがいいものから順に追加し
ている。結合自由エネルギーの点で、初期構造が 1～2 つの場合は各ポジションに明確な差
はないが、3 つ以降に差が出てくる。一方頻度の点では 1～2 つの時点ですでにポジション
A・B が他のポジションに比べて優位である。初期構造の数が増えるにつれて、その差が
明確になってくる。これらの結果から、少なくとも 3 つの初期構造が必要だと考えられる。
カルバマゼピンの場合は 4～5 構造あると確実な予測ができる。 
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(a) The fluctuation of calculated ΔGbinding values 
 
 
(b) The fluctuation of occupancies 
 
 
図 14 初期構造の数による結合自由エネルギーと頻度の変化 
(a) 結合自由エネルギー (b) 頻度 
 
次に MDシミュレーションを行う時間について、2ナノ秒から 10 ナノ秒まで 2 ナノ秒毎
に結合自由エネルギーと頻度をまとめた（図 15）。結合自由エネルギーにおいては、MD
シミュレーション中常にポジション A の結合自由エネルギーが低かった。全体で見ると、
8 ナノ秒以降の結合自由エネルギーの値と頻度の値がそれぞれ安定している。以上の結果
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から、2～6 ナノ秒の MDシミュレーションでもアクセシビリティの傾向は見えるが、8ナ
ノ秒以上の MD シミュレーションが確実だと推察できる。 
 
(a) The fluctuation of calculated ΔGbinding values 
 
 
(b) The fluctuation of occupancies 
 
 
図 15 MD シミュレーション時間による結合自由エネルギーと頻度の変化 
(a) 結合自由エネルギー (b) 頻度 
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2-1-5. まとめ 
 CYP による代謝部位予測を行うために、複数の初期構造を用いる MD シミュレーション
による予測方法を開発した。CYP3A4 とカルバマゼピンの系に適用したところ、10,11 二重
結合部位が、ヘム中心に近づく頻度からも、カルバマゼピンの結合自由エネルギーの面か
らもアクセシビリティが高いと判断した。この予測は実験結果[49]と矛盾しない。今回開
発した複数の初期構造を用いる MD シミュレーションによる予測方法について、従来のド
ッキング計算の場合や、1 つの MD シミュレーションの場合と比較して代謝部位を正しく
予測することが可能であった。 
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2-2. π-π相互作用を考慮したプログラムの開発 
2-2-1. 方法と使用したデータ 
π-π相互作用の評価と分子動力学計算プログラムへの適用 
 Tsuzuki らは芳香環同士の π-π相互作用、および π-NH、π-OH など様々な π-π相互作用を
量子化学計算によって求めている[97,98]。彼らはベンゼンとベンゼン、ベンゼンとアンモ
ニア、ベンゼンと水、ベンゼンとメタンのみからなる系を構築し、それぞれの系で２つの
原子団の間の相互作用エネルギーを、それぞれ、π-π（芳香環同士）、π-NH、π-OH、π-CH
相互作用として見積もっている。ベンゼン-ベンゼンは２つのモデルがあり、１つは環同士
が垂直なモデル（T-shaped）、もう１つは環同士が平行でかつ横にずれているモデル
（slipped-parallel）である。 
 これらの計算方法・基底関数はベンゼン二量体が MP2/aug(d,p)-6-311G** と
CCSD(T)/6-311G*とを組み合わせた方法であり、ベンゼン-アンモニア、水、メタンが
MP2/cc-pVTZ である。 
 各相互作用系において分子軌道計算により全エネルギーを算出することで、原子団間の
距離の変化に対する相互作用エネルギーの変化を求めた。この相互作用エネルギーの変化
を、各原子団間の距離を変化させて、原子団ごとにモース型の関数で近似した。D を最大
安定化エネルギー、a をモース型関数の曲率、R0 を平衡結合距離、θ0 を平衡結合角とする
ことによって、このエネルギー曲線を表現できるようにした（表 5）。 
 
Vπ − π
perpendicular = D[(1 − e− a ( R − R 0 ) ) 2 − 1][1 − (n i ⋅ n j ) 2 ]cos 2 (θ − θ 0 )    (1)
Vπ − π
parallel = D[(1 − e− a ( R − R 0 )) 2 − 1]( n i ⋅ n j )2 cos 2 (θ − θ 0 )                (2)
Vπ − NH = D[(1 − e− a ( R − R 0 ) ) 2 − 1]cos 2 (θ − θ 0 )                                (3)
Vπ −OH = D[(1 − e− a ( R − R 0 )) 2 − 1]cos 2 (θ − θ 0 )                                (4)
Vπ −CH = D[(1 − e− a ( R − R 0 )) 2 − 1]cos 2 (θ − θ 0 )                                (5)
R = QiQ j
θ = arccos  n i ⋅ QiQ j( )
QiQ j
⎡ 
⎣ 
⎢ 
⎢ 
⎤ 
⎦ 
⎥ 
⎥ 
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図 16 検証に使用したタンパク質 
(a) Tryptophan zipper (b) Trp-cage (c) Villin 芳香環を持つ残基は stickで表示している。 
 
MD シミュレーション計算条件 
 分子動力学計算は、改良した SANDER と比較対象として通常の SANDER の 2 通りで行
った。構成アミノ酸残基の電荷により、Tryptophan zipper は-3、Trp-cageは+1、Villinは+6
の電荷をタンパク質全体で持つため、カウンターイオンとしてそれぞれ Na+イオンと Cl-
イオンを電荷が 0 になるように配置した。溶媒は TIP3P Water[88]を採用し、各タンパク質
のまわりに層の厚さがタンパク質半径の 1.5 倍以上になるよう溶媒をボックス状に配置し
た。Tryptophan zipper、Trp-cage、Villin の順番に、発生させた水分子数は約 17,500 残基、
約 6,000 残基、約 12,500 残基であり、全原子数はそれぞれ約 52,000 原子、約 18,000 原子、
約 69,000 原子である。 
 非結合エネルギー項の計算には Particle Mesh Ewald法（PME 法）を用いた。カットオフ
近似は 12 Åとした。時間刻みの幅は 1フェムト秒とした。力場は parm99 を用いた。エネ
ルギー極小化計算を最急降下法で 10,000 ステップ、続いて共役勾配法で 8,000 ステップ行
った後、温度を 5K、25K、50K と 25K ずつ 4 ピコ秒間隔で上げていき、それぞれ結晶構造
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が解析された際の温度にまで昇温した（Tryptophan zipper: 288K, Trp-cage: 282K, Villin: 
303K）。この昇温操作までは等体積モデルである NVT アンサンブルで行い、それから等
圧モデルである NPT アンサンブルに切り替えて 20 ピコ秒の平衡化を行った後に、それぞ
れ 500 ピコ秒のシミュレーションを行った。 
 3 つのタンパク質と 2 つの MD プログラムの適用、計 6 つの MD シミュレーションを実
行し、主鎖・芳香環の結晶構造を基準とする RMSD、各芳香環中心距離、芳香環同士がな
す角度を求めた。 
 
2-2-2. 結果と考察 
Tryptophan zipper 
Tryptophan zipper の結果を示す（図 17、表 6）。π-π相互作用を組み込んだ MD シミュレ
ーションと、従来のMDシミュレーション共に、二次構造について大きな変化はなかった。
これは DSSP（Definition of Secondary Structure of Proteins）法[102]を用いて確認した。トリ
プトファン同士の相対な立体配置（芳香環同士の中心間距離、環のなす角度）は π-π 相互
作用の考慮の有無で差異はなく、結晶構造に近い位置関係を保っている。RMSD 値も 1 Å
前後と低く、従来とほぼ同じか、若干 π-π 相互作用を組み込んだ方が低くなっている。そ
の中でも特に側鎖RMSD値が従来のものと比べて π-π相互作用を考慮した方が低くなって
いる。これは π-π 相互作用を考慮することによって、主鎖やトリプトファンのみならず、
直接 π-π 相互作用の影響をうけないまわりの側鎖の動きも改善されたことを示している。
よって Tryptophan zipper において、π-π 相互作用を考慮した場合、芳香環のずれが従来の
MD シミュレーションよりも抑えられて、結晶構造に近い MD シミュレーション結果を与
えた。 
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図 17 MD シミュレーション後の Tryptophan zipper の構造 
赤が π-π相互作用を加味した場合、青が通常の場合、グレーが結晶構造を示す。 
 
表 6 MDシミュレーション中における RMSD 値平均、中心間距離、芳香環平面のなす角
度（Tryptophan zipper） 
 
RMSD と距離の単位は Å、角度の単位は degreeになる。括弧内は結晶構造との差を意味す
る。 
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Trp-Cage 
 Trp-cageのシミュレーション結果を次に示す（図 18、表 7）。Tryptophan zipper と同様に、
両 MD シミュレーション中に大きな二次構造変化はなかった。Trp-cage においては、各
RMSD 値共に π-π 相互作用を組み込んだ方が結晶構造に近いものになった。特に主鎖の
RMSD 値は π-π 相互作用の組み込みにより、半分以下まで押さえられている。このことは
π-π 相互作用の効果が構造の保持に必須であることを示している。主鎖だけではなく側鎖
の RMSD値も従来の計算結果より低いことから、π-π相互作用の考慮が従来の MDシミュ
レーションよりタンパク質全体の結晶構造再現性を高めていると言える。また、プロリン
との疎水相互作用が構造の安定化に寄与していると報告されている Trp6だが、その RMSD
値は主鎖と同様に従来のものの半分以下である。この結果から、π-π 相互作用を考慮する
ことによって Pro-Trpの疎水相互作用に悪影響を与えていないことがわかる。 
 
 
図 18 MD シミュレーション後の Trp-cageの構造 
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図 19 MD シミュレーション後の Villinの構造 
 
表 8 MDシミュレーション中における RMSD 値平均、中心間距離、芳香環平面のなす角
度（Villin） 
 
RMSD と距離の単位は Å、角度の単位は degreeになる。括弧内は結晶構造との差を意味す
る。 
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図 20 Phe51 主鎖窒素原子と周辺のフェニルアラニン 
 
CYP3A4－カルバマゼピン複合体への適用 
 前章ではタンパク質構造保持に与える影響について検証を行った。本章では、CYP3A4-
カルバマゼピン複合体に対して適用した場合の影響について考察する。複合体構造は、図 7
のモデル 4 のように Phe304 とカルバマゼピンが水素結合しているモデルを使用した。計算
条件は前章と同様である。 
 図 21a は、π-π 相互作用を考慮した MD プログラムでエネルギー極小化を実施した構造
である。従来の MDプログラムでもほぼ同様の構造が得られた。MDシミュレーションに
よる昇温操作を行ったところ、カルバマゼピンの向きが変化し、水素結合の相手が Phe304
から F-G ループの Phe213 に変わった（図 21b）。π-π 相互作用を考慮した場合と従来の両
方の手法でこの構造変化は観測されたが、そのタイミングは異なっていた。カルバマゼピ
ンのアミン基の水素と、Phe304・213 のカルボキシル基の酸素との距離を図 22 に示す。π-π
相互作用を考慮した場合、20ピコ秒で水素結合変化が起こったが、従来の場合は 105 ピコ
秒で起こっている。さらにカルバマゼピン芳香環－Phe304 芳香環距離の変化を図 23 に示
す。カルバマゼピンの水素結合変化に伴い、カルバマゼピン芳香環と Phe304 芳香環が
T-shape 型の π-π 相互作用をとれるようになるが、π-π 相互作用が考慮されているとその相
互作用形成が早い。 
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図 21 π-π相互作用を考慮したMDシミュレーションによるCYP3A4-カルバマゼピンの構
造変化 
(a) エネルギー極小化後 (b) 昇温操作終了後 
 
 
 
図 22 昇温操作中におけるカルバマゼピンのアミン水素原子とフェニルアラニンカルボ
ニル基との距離変化 
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3. 量子化学計算を用いた活性化エネルギー予測 
3-1. 序論 
 量子化学計算による CYP の酸化反応状態を計算するにあたり、ヘムのスピン状態を考慮
する必要がある。ヘムによる酸素添加反応では、ヘム鉄に酸素分子が配位した後に O-O 結
合が開裂して生じる compound I と呼ばれるラジカルが観測される。compound I のスピン状
態は二重項と四重項の 2 種類が考えられており、その 2 つの場合についての研究が以前よ
り行われてきた。畑ら、Harris ら、吉澤らの研究により、低スピンである二重項の状態が
高スピンの四重項状態に比べて、エネルギー的に安定であることがわかっている[104–107]。
一方 Filatov らによると、四重項の方がわずかながら二重項よりエネルギー的に安定であり、
彼らは two–state reactivity (TSR)機構という概念を提唱した[21–33]。これは CYP による酸化
反応が起こる際に、高スピン状態と低スピン状態のスピン状態交換が起こるというもので
ある。今回の研究では、この両方のスピン状態を考慮して量子化学計算を行った。 
 CYP によるカルバマゼピンエポキシ化の反応機構には、2 つの反応機構の可能性がある。
はじめに酸素原子が二重結合の片方の炭素原子と結合してから、次にもう 1 つの二重結合
の炭素原子に結合する二段階反応の場合である。もう 1 つは、酸素原子が同じタイミング
で二重結合の両方の炭素原子と結合を形成する一段階反応の場合である。今回の研究では、
この両方の反応機構についてそれぞれ量子化学計算を行った。 
 
3-2. 方法と使用したデータ 
モデルの構築 
 CYP3A4 の構造には、結晶構造（PDB ID: 1TQN）を用いた[68]。ヘムは[FeO]3+のラジカ
ル状態（compound I）にして、酸素原子と鉄原子の距離は 1.73 Å に設定した[104]。図 2
における 4 の状態になる。カルバマゼピンの窒素原子と Phe304 主鎖カルボニル基が水素結
合する形でドッキングを行った。C10 と C11 がヘム鉄に配位している酸素原子に最も近い
構造と、C8、C9 がそれぞれ近い構造を構築した。次に分子力学計算によるエネルギー最
適化計算を行った。ヘムは、配位している Cys442 と合わせて 1 つの残基とした（HEC）。
カルバマゼピン分子周辺の静電ポテンシャルを量子化学計算で求めた。ソフトウェアは
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Gaussian98[86]、計算技法はHF/6-31G**を用いた。求めた静電ポテンシャルよりRESP法[87]
を用いて各原子に割り当てる電荷を求めた。CYP3A4-カルバマゼピン複合体のまわりに、
1 辺 11 Åの水分子を発生させた[88]。エネルギー極小化計算には AMBER 6 ソフトウェア
を用いた[89]。シミュレーションを通じて、水素原子との結合には拘束をかける SHAKE
アルゴリズム[91]を用い、カットオフは 12 Åに設定した。エネルギー極小化計算は、最急
降下法で 6,000 サイクル、共役勾配法で 3,000 サイクルを実施した。得られた CYP3A4-カ
ルバマゼピン複合体を元に、量子力学計算に用いるモデルを作成した。カルバマゼピンの
保持と酸化に関与している、Phe304、Ala305、Cys442、ヘム、カルバマゼピンのみを残し
た（図 24）。Phe304 の主鎖カルボキシル基と Cα、Ala305 の主鎖窒素と Cα、Cys442 の硫
黄原子と Cβを残し、これらの原子に結合する原子は水素原子に置き換えた。ヘムのプロト
ポルフィリン IX はポルフィンへ置き換えた。原子数は全部で 85 原子、電荷は 0 になる
（H34C39N7O3SFe）。（図 25）。 
 
 
図 24 モデルに使用した CYP3A4 残基とカルバマゼピン 
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図 25 各原子を水素に置き換えた初期構造 
 
計算条件 
ソフトウェアは Gaussian98[86]を使用した。量子化学計算の手法は密度汎関数の中の
B3LYP[108,109]を、基底関数は 3-21G**を使用した。図 25のアスタリスクがついている原
子は固定し、それ以外の原子は自由に動ける状態で、ヘム鉄に配位している酸素原子と対
象となるカルバマゼピンの原子の距離を変化させて、エネルギー最小化計算を行い、ポテ
ンシャルエネルギー曲面を計算した。3-21G**で全てを計算した後、より正確な活性化エネ
ルギーを計算するために、高次の基底関数である 6-31G**で計算した。 
 
3-3. 結果と考察 
二段階反応のエポキシ化の場合 
 はじめに、二重項状態について考察する。前述の分子力学計算によるエネルギー最適化
計算により、C10 の方が C11 よりもヘム鉄に配位している酸素原子（O1）との距離が短か
ったため、はじめに C10 と O1 が近づき、次に C11 と O1 が近づく場合のポテンシャルエ
ネルギーを計算した。各状態のモデルは図 26 になる。ポテンシャルエネルギーの変化を
図 27a に示す。各原子間の距離とスピン密度の変化を表 9、表 10 に示す。D1は反応が起
こる前の初期状態である。カルバマゼピン窒素原子（NH）と Phe304 主鎖カルボニル基の
酸素原子（O）が水素結合を形成している（NH-O: 2.83 Å、H2-O: 1.97 Å）。ヘム鉄に配位し
ている酸素原子のスピン密度は 0.62 であり、フリーラジカルの性質をもつ。C10 と O1 の
距離を縮めていくとポテンシャルエネルギーは上昇し、遷移状態（D2）が現れる。C10-O1
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の距離は、D1 から D2で 2.89 Åから 2.10 Åになり、鉄と O1 の距離も 1.61 Åから 1.70 Å
と広がった。また C10-C11 の距離もやや広がった。さらに C10と O1 の距離を近づけると
中間体（D3）が現れる。鉄と O1 の距離はさらに広がり、また C11 と O1 の距離が 2.46 Å
と近づき、C11 と酸素の相互作用が可能な距離になった。表 10 に示すとおり、スピン密
度の変化を見ると、D1 の時点でスピン密度が高いのは O1、Fe、Cys442 だが、D3 になる
と O1 のスピン密度が低くなる代わりに C11 のスピン密度が高くなり、C11 の反応性が高
まったと考えられる。 
 
 
図 26 二段階反応によるカルバマゼピンエポキシ化モデル（二重項） 
 
 図
 
表
単
 
表
 
 
い
化
れ
 27 二段階
 9 二段階
位は Å 
 10 二段階
次に、中間
く。ポテン
は表 9、表
る。この時の
エポキシ化
エポキシ化
エポキシ化
体（D3）か
シャルエネ
 10 になる。
C11-O1 の
反応のポテ
反応の距離
反応のスピ
ら C11-O1
ルギーの変化
C11 と O1
距離は 2.1
- 48 -
ンシャルエ
変化（二重
ン密度（二
間を縮めた
を図 27b
の距離を縮
1 Å であり、
 
ネルギー変
項） 
 
重項） 
 
場合のポテ
に示す。各原
めていくと
D2 の C10-O
化（二重項
ンシャルエネ
子間の距離
、2 つめの遷
1 の 2.10 Å
） 
ルギー変化
とスピン密
移状態（D
とほぼ等し
 
を見て
度の変
4）が現
い。C11
- 49 - 
 
と鉄のスピン密度はさらに低くなっている。さらに C11 と O1 を近づけると、最終生成物
になる（D5）。酸素原子は鉄原子から完全に離れ、その距離は 2.25 Å になる。スピン密度
は鉄原子に集中している。二重項状態の二段階エポキシ化反応の活性化エネルギーは、第
一反応では 13.8 kcal/mol、第二反応では 7.8 kcal/mol になる。 
 
 前述の二重項の流れと同様に、ヘムが四重項の場合を考慮して二段階反応によるエポキ
シ化反応のポテンシャルエネルギー計算を行った。各モデルを図 28、第一段階のポテンシ
ャルエネルギーの変化を図 29a に示す。各原子間の距離とスピン密度の変化を表 11、表 
12 に示す。第一段階の C10-O1 の距離を縮める段階では、距離の変化、スピン密度の大小
は二重項の場合とほぼ同じだが、異なる点が 2 つある。1 つは、最初の遷移状態（Q2）に
おいて、C10-O1 間の距離が二重項では 2.10 Å だったのに対して、Q2 では 1.98 Å と短めに
なっていた。2 つめにスピン密度について、C11 のスピン密度が二重項の時と正負が逆に
なっている。 
 次に、中間体（Q3）から C11-O1 間を縮めた場合のポテンシャルエネルギー変化を見て
いく。第二段階のポテンシャルエネルギーの変化を図 29b に示す。各原子間の距離とスピ
ン密度の変化は表 11、表 12 になる。2 つめの遷移状態（Q4）においては C11-O1 の距離
は二重項の時とほぼ同じで 2.10 Å であった。さらに C11 と O1 を近づけると、最終生成物
になる（Q5）。酸素原子は鉄原子から完全に離れ、その距離は 2.94 Å となり、二重項の時
よりも離れている。また、スピン密度は二重項と同様に鉄原子に集中している。 
 四重項状態の二段階エポキシ化反応の活性化エネルギーは、第一反応では 22.6 kcal/mol、
第二反応では 6.9 kcal/mol になる。 
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図 28 二段階反応によるカルバマゼピンエポキシ化モデル（四重項） 
 
 
 
図 29 二段階エポキシ化反応のポテンシャルエネルギー変化（四重項） 
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表 11 二段階エポキシ化反応の距離変化（四重項） 
 
距離の単位は Å 
 
表 12 二段階エポキシ化反応のスピン密度（四重項） 
 
 
二重項と四重項の結果についての考察 
 二重項、四重項共に、Phe304 との水素結合が反応終了まで維持されたことから、Phe304
との水素結合およびその位置での酸化反応は妥当であると考えられる。ポテンシャルエネ
ルギーの動きから、二重項、四重項共に二段階反応の内、最初の第一段階の反応が律速段
階であることがわかる。さらにモデルの構造変化を見ても、第二段階の O1-Fe 間の距離以
外に大きな違いは見られない。スピン多重度は異なるが、全体のスピン密度の変化、特に
C11 においては第一段階でスピン密度の絶対値が増加し、第二段階で減少するという流れ
は、二重項、四重項共に共通している。これは以前報告されている P450cam のカンファー
水酸化の機構の特徴と一致している[104]。 
 
一段階反応のエポキシ化の場合 
ヘム鉄に配位した酸素が同時に C10 と C11 へ結合する場合を検証した。モデルは図 30
になる。ポテンシャルエネルギーの変化を図 31 に示す。各原子間の距離とスピン密度の
変化を表 13 に示す。二重項、四重項共にカルバマゼピン炭素原子－ヘム鉄に配位してい
る酸素原子間の距離がほぼ同じ長さで、遷移状態になる（D7、Q7）。各状態のポテンシャ
- 52 - 
 
ルエネルギーの値から得られた活性化エネルギーは、二重項の時は 20.0 kcal/mol、四重項
の時は 37.0 kcal/molになる。二段階反応の場合（二重項: 13.8 kcal/mol、四重項: 22.6 kcal/mol）
と比較すると、二重項、四重項共に二段階反応の場合の方が、活性化エネルギーが低い。
よってCYP3A4によるカルバマゼピンのエポキシ化反応機構は、二段階反応と考えられる。 
 
 
図 30 一段階反応によるカルバマゼピンエポキシ化モデル（二重項） 
 
 
 
図 31 一段階エポキシ化反応のポテンシャルエネルギー変化 (a)二重項 (b)四重項 
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表 13 一段階エポキシ化反応の距離変化 
 
 
TSR 機構による総合的な活性化エネルギーの計算 
 Filatov らが主張している TSR 機構は、高スピン（四重項）と低スピン（二重項）のポテ
ンシャルエネルギーが交差するとスピン状態が変化し、最終的に低スピン状態になるとい
うメカニズムである[21–33]。この機構に基づき、今回のカルバマゼピンエポキシ化の二段
階反応の結果を図 32 にまとめた。初期構造は、D1 よりも Q1 の方が安定であるが、第一
段階の遷移状態と中間体は共に D2、D3 が安定である。第一段階の遷移状態に向かう際に
ポテンシャルエネルギーが交差することになり、スピン状態変化は起こりえると考えられ
る。スピン状態交換が行われると仮定して活性化エネルギーを計算しなおすと、15.1 
kcal/mol になる。より正確に活性化エネルギーを求めるため、3-21G**より高次の基底関数
である 6-31G**を使用して各モデルを再計算したところ、得られた活性化エネルギーは 21.3 
kcal/mol となった。 
 
- 54 - 
 
 
図 32 カルバマゼピンエポキシ化のポテンシャルエネルギーダイアグラム 
数字は Q1 との差を表している。括弧内は B3LYP/6-31G**計算結果を表す。 
 
水酸化反応の場合 
 10,11 位の炭素のみではなく C8 と C9 の水酸化反応についても、二重項と四重項の場合
を考慮して量子化学計算を行った。エポキシ化の一連の計算により、第一段階が律速段階
になると考えられるので、酸素原子が各炭素原子に結合する反応までを計算した。二重項
の場合の各モデルを図 33、ポテンシャルエネルギーの変化を図 34 に、各原子間の距離を
表 14 に示す。C8 と C9 で、遷移状態時の炭素-酸素間距離や鉄-酸素間距離は変わらず、ほ
ぼ同じである。四重項の場合も同様に計算した。四重項の場合のポテンシャルエネルギー
の変化を図 34 に、各原子間の距離を表 15 に示す。こちらも二重項と同じような挙動を示
す。エポキシ化に TSR 機構を適用したように、水酸化計算も同様に TSR 機構を適用して
スピン状態変化を考慮して水酸化の活性化エネルギーを計算した。さらにより高次の
6-31G**で再計算したところ、C8 の活性化エネルギーは 26.9 kcal/mol、C9 の活性化エネル
ギーは 27.0 kcal/mol となった。エポキシ化の 21.3 kcal/mol と比較して、水酸化の活性化エ
ネルギーは 5.6-5.7 kcal/mol 高いことになる。この結果から CYP3A4 によるカルバマゼピン
の酸化反応について、活性化エネルギーの点では C8・C9 の水酸化反応よりも、C10・C11
のエポキシ化反応が起こりやすいと結論づけることができる。 
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図 33 カルバマゼピン C9水酸化モデル（二重項） 
 
 
 
図 34 水酸化反応のポテンシャルエネルギー変化（二重項） (a)C9 (b)C8 
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表 15 C8、C9 水酸化反応の距離変化（四重項） 
 
単位は Å 
 
3-4. まとめ 
 CYP3A4 によるカルバマゼピンの酸化反応について、CYP3A4 結晶構造からモデルを作
成して量子化学計算を行い、活性化エネルギーを計算した。エポキシ化反応について、二
段階反応と一段階反応をそれぞれ計算したところ、二段階反応の第一反応が律速段階であ
り、かつ二段階反応の方が一段階反応よりも起こりやすいことが解明された。またヘムの
スピン状態について、二重項と四重項の 2 つのスピン状態を考慮して計算したところ、ス
ピン状態が変化する TSR 機構による反応が進行することが解明された。水酸化反応につい
ても同様の量子化学計算を行い、活性化エネルギーを計算したところ、エポキシ化の 21.3 
kcal/mol と比較して、水酸化の活性化エネルギーは C8 が 26.9 kcal/mol、C9 が 27.0 kcal/mol
と高い値を示した。よって、この活性化エネルギーの計算結果から、CYP3A4 によるカル
バマゼピンの酸化反応は、C8・C9 の水酸化反応よりも、C10・C11 のエポキシ化反応が起
こりやすいと結論づけることができる。 
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4. 総合討論 
4-1. カルバマゼピンの代謝部位予測 
 2-1 章と 3 章でそれぞれ CYP3A4 内におけるカルバマゼピンの鉄原子へのアクセシビリ
ティと各原子の活性化エネルギーを計算した。表 16 にまとめる。 
 
表 16 アクセシビリティと活性化エネルギーの予測結果 
 MDシミュレーション 量子化学計算 
 
頻度（%） 
結合自由エネルギー
（kcal/mol） 
活性化エネルギー
（kcal/mol） 
ポジションA 46.1 -21.75 21.3 
ポジション B 29.0 -19.75 26.9 
ポジション C 8.7 -17.51 27.0 
ポジションD 9.0 -16.13 not tested 
ポジション E 7.2 -13.99 not tested 
 
 カルバマゼピンが酸化されるには、まずヘム鉄に配位している酸素に近づく必要がある。
カルバマゼピン各原子がどの程度近づきやすいかを、MD シミュレーションで調べた。ヘ
ム鉄に最も近づく頻度を見ると、5 つのポジションのうちポジション A とポジション B に
絞ることができる。さらに、ポジション A とポジション B が近づいている際のカルバマゼ
ピンの結合自由エネルギーを見ると、ポジション A がポジション B より 2 kcal/mol 安定で
ある。以上から、アクセシビリティの面ではカルバマゼピンの代謝部位としてポジション
A が第一候補、ポジション B が第二候補と考えられる。次にカルバマゼピンがヘム鉄に近
づいた次の段階として、酸化反応の起こりやすさを量子化学計算で求めた活性化エネルギ
ーで判断する。二重項・四重項共に考慮した結果、ポジション A のエポキシ化がポジショ
ン B・C の水酸化に比べて、活性化エネルギーが 5.6-5.7 kcal/mol 低いことがわかった。活
性化エネルギーの面からも、ポジション A の反応性が高いと言える。アクセシビリティと
活性化エネルギーの両方から、CYP3A4 におけるカルバマゼピンの代謝部位はポジション
A と判断できる。 
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 実際の CYP3A4 によるカルバマゼピン代謝物の実験結果については Kerr らが発表して
おり、その研究によると CYP3A4 由来の場合、10,11-エポキシドが得られ、他の水酸化体
は得られていないと報告されている[49]。この実験結果は、今回予測した代謝部位予測結
果と一致する。 
 
4-2. 他の化合物代謝部位を予測する場合 
4-2-1. アクセシビリティの予測 
他の化合物の代謝部位予測を行う際に、注意したい点を下記に述べる。 
・化合物の自由度 
・CYP の種類 
・初期構造の数 
・MD シミュレーション時間 
 
化合物の自由度 
 化合物の自由度は、単結合による回転可能結合数で見ることができる。化合物の自由度
が高いと、アクセシビリティ予測の計算量が増加する点が 2 つあげられる。1 つは CYP 内
の結合様式の候補が増加することである。本手法では、化合物を CYP にドッキングして複
数の複合体構造を作成してから、MD シミュレーションを行い、ヘム中心への近づきやす
さを見積もる。化合物が取り得る配座が多くなると、その分考慮しなければならない結合
様式も増える。例えば CYP のある残基のカルボニル基に、化合物のアミノ基が水素結合す
ると仮定しよう。カルバマゼピンのように化合物の自由度が低ければ、その水素結合で保
持されている化合物の結合様式は多くはならない。化合物の自由度が高い場合、アミノ基
がカルボニル基と水素結合していても化合物の自由度が高い部分は空間内を動けるため、
CYP との結合様式は多くなってしまう。2 つめは、結合自由エネルギーを考えるにあたり
エントロピー項の寄与が大きくなることである。18 ページに示した通り、結合自由エネル
ギーはエンタルピー項とエントロピー項から成る。カルバマゼピンの場合は、自由度が低
いため実質エンタルピー項のみで結合の強さを比較したが、自由度が高い化合物の場合は、
エントロピー項に与える影響が大きくなるため、エントロピー項の計算も必要になってく
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る。 
 
CYPの種類 
 総合序論で述べた通り、CYP3A4 は CYP の中でもポケットが比較的大きく、また柔軟性
が高いタンパク質である。しかし CYP ファミリー間でのポケットの大きさは様々であるた
め、CYP の種類によって、あるいは最初のドッキング計算の結果により、MDシミュレー
ションを行う必要がない場合も考えられる。例として、CYP2C9 の場合をあげる。図 36
は Williams らが報告した CYP2C9 結晶構造の活性部位である[61]。図のように、ヘム上部
のポケットは広いがヘム中心に近づける空間は限られている。そのため化合物の形状によ
っては、ドッキングのみでアクセシビリティが予測できる場合もある。 
 
 
図 36 CYP2C9 の活性部位[61] 
 
初期構造の数 
 図 14 でカルバマゼピンの場合について検証したとおり、MD シミュレーションに初期
構造をいくつ使用するかはアクセシビリティ予測に影響を与える。最低 3初期構造は使用
すべきである。またCYP 内での結合様式が複数考えられる場合は数を増やす必要がある。 
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MD シミュレーション時間 
 初期構造の数と同様に、MD シミュレーション時間もアクセシビリティ予測に影響を与
える。カルバマゼピンの場合は、2-6 ナノ秒で傾向が見えるが、8 ナノ秒以降が確実な予測
ができた。化合物の自由度にも影響する部分なため今後の検討が必要だが、RMSD の変化
（図 8）を見ると、6 ナノ秒近くのMD シミュレーションを行っていれば、CYPの induced-fit
はシミュレーション中に反映されていると考えられる。 
 
4-2-2. 活性化エネルギーの算出 
 活性化エネルギーを算出するにあたり、考慮すべき点は 3 つある。1 つはヘムのスピン
多重度である。今回のカルバマゼピンでは TSR 機構によるスピン状態の変化が起こると考
えられ、総合的に活性化エネルギーを算出した。TSR 機構が適用できるかは化合物・モデ
ルに依存するため、両スピン状態の考慮は今後も必要だと考えられる。2 つめは反応機構
である。芳香環の水酸化反応は Compound I の酸素が化合物の炭素に結合し、その後結合
していた水素が離れる反応になるが、カルバマゼピンのエポキシ化のように一段階反応と
二段階反応の両方の可能性がある場合もある。また脂肪族の水酸化の場合は、酸素原子が
基質から水素原子を引き抜いて OH の形となり、それが基質ラジカルに再結合するという
メカニズムになる[104]。しかしこの点は、反応機構を計算する化合物の数が増えてくれば、
部分構造の類似である程度予測が可能になると思われる。3 つめは量子化学計算に用いる
モデルの構築方法である。本研究ではドッキング計算の時点で、カルバマゼピンがヘム鉄
に配位する酸素原子と相互作用可能な位置にあるものをモデルとして採用した。CYP3A4
の F-G ループに結合する化合物の場合など、最初のドッキング計算の時点で、化合物と酸
素の距離が十分近いモデルが得られない可能性がある。その時は MD シミュレーションに
よって得られる複合体構造から、モデルを構築する必要がある。MD シミュレーション中
のどのスナップショットを使用するかは、図 9 で示したような、シミュレーション中の一
定時間の中で最も出現頻度が高い構造に対してエネルギー極小化計算を行い、モデルにす
る方法が考えられる。 
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4-3. 今後の展望 
 ここまでで分子動力学計算を用いたアクセシビリティ予測の考慮点と、量子化学計算を
用いた活性化エネルギー予測の考慮点について、個々に述べた。本研究の最終的な目標は、
創薬の現場で活用できる化合物の代謝部位予測システムの構築である。現在、図 37 のよ
うに化合物の構造データさえあれば、最後の代謝部位予測まで自動的に進むようなシステ
ムを理想として考えている。データの流れをさらに詳細に示したのが、図 38 になる。 
 
 
図 37 シームレスな化合物代謝部位予測システム概要 
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図 38 図 37 中のデータの流れ 
 
 アクセシビリティ予測部分の自動化には、前述の他の化合物に対して予測した場合のデ
ータの蓄積が必要である。検証した CYP ファミリーや化合物のシミュレーション結果のデ
ータが増加すれば、CYP 毎の MD の必要性の有無の程度やシミュレーション時間、初期構
造の数の適切な値が使用できるようになると考えられる。また本研究で開発した π-π 相互
作用を考慮した MD プログラムを使用すれば、シミュレーション時間の短縮および予測精
度向上が期待できる。 
活性化エネルギーを予測する手段として、量子化学計算による計算以外にも QSAR
（Quantitative Structure-Activity Relationship）式を用いた予測という方法を使うという選択
肢も考えられる。QSAR とは、化合物の生理活性、毒性などの生物学的効果に対して、そ
の化合物の構造式あるいは物理化学的な性質とを定量的に数学的な関係で表現したものを
いう。今回の場合、化合物の活性化エネルギーを回帰式などの統計手法を用いて予測する
ことになる。式を構築する際に使用する記述子として、半経験的手法を用いて得られた活
性化エネルギーを使用した例や、化合物原子の電荷、ボンドの双極子モーメントを使用し
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た例が報告されている（図 39）[110]。QSAR 式を作成するためには、式の元となる化合
物群（training set）と、検証用の化合物群（test set）の量子力学による活性化エネルギー結
果がそれぞれ必要である。準備が大変であるが、予測精度が高いQSAR式が作成できれば、
その後の代謝部位予測において十分な時間短縮が可能になる。 
 
 
図 39 QSAR で予測した活性化エネルギーと量子化学計算により得られた活性化エネル
ギーの比較[110] 
青が training set、赤が test set を表す。 
 
コンピューターの技術開発のスピードは極めて速く、医薬品開発分野でも計算化学の適
用が可能となってきた。10年前に 1ヶ月かかった計算が現在だと約半日で済むため、従来
に比べて、精度の高い計算を実行することが可能になりつつある。データの蓄積とコンピ
ューター性能の進歩により、予測精度の向上および予測時間の短縮が実現し、本研究の予
測システムが創薬の現場で活用され、化合物デザインと実験のサイクルを加速させること
が期待できる。 
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